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® Transgenes, nichMroenschliches Saugetier, das efn zusitzJiches DNA-Reparaturgen enthart 

© Die Erflndung beschrelbt eJn transgenes, nicht-menschJi- 
ches Saugetier (speziell eine Maus), dessen Korper- und 
Geschlechtszelien ein zusatziichas DNA-Reparaturgen ent- 
haJten, das dem Ursprungstier auf perasexueflem Wege im 
1- bis 8*Zellstadtum der Embrycnalentwickiung ubertragen 
wurde. 

Anwendungsgebiete der Erflndung sind die Medizin, insbe- 
sondere die Prophytaxe und die Therspte maligner Erkran- 
kungen, und die pnarmazeutische Industrie. 
Das Zie! der Erflndung besteht darfn, ein transgenes Tier zur 
VerfQgung zu steilen, welches geeignet ist, detaniierte 
Untersuehungen zur Bedeutung zelMSrer Schutzmecbanis- 
men und speziftscher DNA-Schaden im ProzeB der Tumor- 
entstehung durchzufChren. Demit solien neue Impulse fur 
die Prophytaxe und die Therapie maligner Erkrankungen 
ermogticht warden. 

Dieses Ziel wird gemSS der Erfindung mlt einem transgenen, 
nfcht-menschllchen Sdugetier errelcht welches ein zusStzli- 
ches DNA-Reparaturgen enthdtt, welches eine Funkdon 
kodiert, 

- die der Entfemung von alkyfierten DNA-Uslonen dient, 
wobel die kodierte Funktion eine 0*-Methylguantn-DNA-Me- 
thyttransf erase (MGMT) ist oder 

- die eine Korrektur von UVMnduzierten Schaden bewerkstel- 
iigt 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrung der Erflndung be- 
steht darin, ein zusetzliches rekombinsntes Reparaturgen 
einzufugen, das in der Epidermis des beanspruchten Sduge- 
tiers exprimiert wird. 
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Beschreibung zur Folge, daB audi die Nachkommen dieses Tieres das 

zusa" tzliche Gen im Genom aHer ihrer Zelien enthalten. 

Die Erfindung bescfareibt ein transgenes, nicht- Das fCr die Gentibertragung verwendete DNA-Repa- 

menschlkhes Saugetier (speziell eine Mans), dessen raturgen codiert ein Protein, das in der Lage ist, spezifi- 

Kfirper- und Geschlechtszeflen ein zusitzliches DMA- 5 sche DNA-Primflrschiden, die durch chemische Oder 

Reparaturgen enthalten, das dem Ursprungstier auf pa- physOcalische Substanzen oder endogen in der Erbsub- 

rasexueUem Wege im 1- bis 8-ZeIl$tadhnn der Embryo- stanz (DNA) hervorgeruf en werden, effizient zu entfer- 

nalentwicklung ubertragen wurde. nen and somit die Integrity der Erbsubstanz wieder 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Median, herzusteflen. DNA-Primariasionen, die nicht oder falsch 

insbesondere die Prophylaxe und die Therapie maligner 10 repariert werden, kfinnen zu Mutationen fQhren, die 

Erkrankungen, und die phannazeutische Industrie. wiederum Erbkrankheiten bervorruf en oder die Ursa- 

Transgene Here stefien fur die biomedizmische For- che fur die Entstehung von Tumoren sein kfinnen. Somit 

schung sehr wertvolle ModeUe dar, mit denen es gelingt, wird durch die Obertragung und Expression des zus&tz- 

durch das HmzufQgen, Verstfirken oder den experimen- lichen DNA-Reparaturgenes die Kapazit&t des betref- 

teD erzeugten Ausfafl von Genfunktionen die Roile be- 15 fenden gentechnisch veranderten S&ugetieres zur 

stimmter zelleigener Faktoren bei ortho- oder pathoge- DNA-Schadenskorrektur erhoht und seine Tumor-Sus- 

netischen Prozessen in vivo, also im Gesamtorganismus zeptibOhat verringert. 

aufzuklaren. Insbesondere in der Krebsforschung bieten Die beanspruchten Here sind geeignete ModeEe, die 

transgene Tiermodelle die Mdglichkeit, in Canceroge- Bedeutung bestimmter DNA-Reparaturproteme als 

nese- Mechanismen experimentell einzugreifen. Die 20 zeMare Schutzmechanismen gegenQber der tumorin- 

Krebsentstehung ist ein Mehrstufen-Prozeft der mit der duzierenden Wirkung von exogenen und endogenen 

Initiation beginnt und sich Qber mehrere Stadien der Noxen zu bestmunen, One signifikante Reduktion von 

Tumorpromotion und malignen Progression fortsetzt, Mutationen bzw. Tumoren in den beschriebenen trans- 

bis ein klinisch diagnostizierbares Carcinom entstanden genen Tieren nach Behandlung mit mutagenen/cance- 

ist Diesem GesamtprozeB liegen verschiedene geneti- 23 rogenen Substanzen ist der entscheidende Beweis dafQr, 

sche und epigenetische Ereignisse zugrunde, die entwe- daB es sich bei dem in diesem Tier exprimierten transge- 

der spontan erfolgen oder durch chemische und pbysi- nen DNA-Reparaturprotein um einen entscheidenden 

kaiische Noxen induziert werden kfinnen; in jedem Falle proteknven Faktor des SSugers zur Verhinderung von 

handelt es sich um einen auBerordentOch langwierigen Erbgutschfiden bzw. Krebs handelt. 

Prozefi. Durch tr ansg ene Tiermodelle ist man in der 30 Da bestimmte DNA-Reparaturproteme zumeist nur 

Lage, bestimmte Ereignisse, die zur Generierung einer ganz spezifische DNA-Primarschaden erkennen und re- 

Krebs erkrankung notwendig sind, experimentell zu ver- parieren, lassen sich aus der verminderten Mutations- 

stfirken bzw. die transgenen Here bereits mit Eigen- /Tumorinzidenz ebenfalls wichtige RuckschlOsse auf die 

schaften auszustatten, die sie entweder tumorresistenter zur Mutations-ZTumorauslfisung entscheidenden DNA- 

oder tumoranfalfiger machen, wobei sich in wesentfich 35 Primarschfiden Ziehen, 

kurzeren Zeitra umen Neoplasmen entwickeln kfinnen. Eine besonders bevorzugte AusfOhrung der Erfin- 

Derartige ModeUe (z.R US-Patent 4736866 der dung besteht darin, ein zusatzliches r ek om bin antes Re- 

Harvard-Universitat "Transgenic non-human mam- paraturgen einzufOgen, das in der Epidermis des bean- 

mals") kfinnen eingesetzt werden, um carcinogenver- spruchten S&ugetiers exprimiert wird. Durch das Ex- 

dachtige Substanzen (z. BL Arzneimittel) auf ihre krebs- 40 pressions-Targetmg der genannten DNA-Reparaturge- 

auslfisende Wirkung zu untersuchen bzw. bestimmte ne in der Haut der beanspruchten Here kann man durch 

Substanzklassen avf ihr» eventuetten atitineftphstirebff 1 * die Anwendung des Mehrphasen-Hautcarcinogenese- 

Effekte zu untersuchen. Modells die Bedeutung bestimmter Typen von chemisch 

Es gibt beretts Tiermodelle, die zusatzlich Reparatur- oder pbysikalisch induzierten DNA-Primarsch&den und 

gene enthalten (S. Gerson et at, Mutat Res. 307: 45 von zellularen Schutzfunktionen wahrend der Tumorin- 

541 -555, 94 Die Reparaturgene dieser ModeUe wirken itiation, Tumorkonversion und -promotion sowie der 

jewefls nur in bestimmten Organen (Leber bzw. Thy- malignen Progression feststellea 

mus) und sind damit nur bedingt in der Lage, die einzel- Diese Erkenntnisse sind von groBer Bedeutung fur 

nen Schritte der Cancerogenese (Initiation, Promotion, die Ableitung mfiglicfaer prftvenuver und therapeuti- 

Progression) einer experimentellen Analyse zuganglich 50 scher MaBnahmen bei verschiedenen Krebserkrankun- 

zu machen. gen des Menschen, 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein transgenes Das Kreuzen der beschriebenen transgenen Sauge- 

Tier zur VerfQgung zu stellen, welches geeignet ist, de- tiere (vornehmlich Mause), die ein zusitzliches DNA- 

taillierte Untersuchungen zur Bedeutung zellul&rer Reparaturgen exprimieren, mit anderen* transgenen 

Schutzmechanismen und spezifischer DNA-Schaden im 55 Saugeueren (vornehmlich Mause), die z. R bestimmte 

ProzeB der Tumorentstehung durchzufOhren. Damit Markergene als Mutationstarget enthalten und als in 

sollen neue Impulse fur die Prophylaxe und die Therapie vivo-Mutationsdetektions-Modelle fur die GenotoxM- 

maligner Erkrankungen ermSgEcht werden. tltsprufung in der chemischen und pharmazeutischen 

Dieses Ziel wird erfindungsgemafi mh einem transge- Industrie verwendet werden, IUBt Aussagen darQber zu, 

nen Tier gemaB den Ansprttchen 1—16 erreicht Dieses 60 inwieweit ein solcher artifizieller Mutationsmarker im 

Tier wird bevorzugt folgendermafien erhalten: Genom eines Saugetieres der Prozessierung von DNA- 

Die Obertragung des Transgenes erfolgt vornehmlich Schaden durch die Zelie zuganglich und damit der Mu- 

im Stadium der Zygote, so daB das Transgen, nachdem tabilitat des Saugergenoms vergleichbar ist 

es in das Ergut (Genom) des sich entwickelnden Orga- Damit l&Bt sich das beanspruchte transgene Model], 

nismus integriert wurde, in alien seinen somatischen und 65 bei dem die Expression eines zus&tzlichen DNA-Repa- 

generativen ZeDen gleichennaBen vorhanden ist Das raturgenes gezieit in bestimmten Geweben, beispiels- 

Vorhandensein des Transgenes in den Keimzellen des weise der Haut, erfolgt, exzcllent einsetzen zur Abschat- 

auf diesem Wege hergestellten transgenen Tieres hat zung der Bedeutung spezifischer DNA-PrimSrschaden 
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fQr die Entstehung von bestimmten Tumortypen, die 
durch verschiedene chemiscfae oder physikaiische No- 
xen, beispielsweise UV-Strahlung, induriert werden 
kannen. DarQber hinaus eriaubt dieses beanspruchte 
transgene Model], die Rolle von Proteinen, die in die 
Reparatur von DNA-Primirschaden involviert sind, bei 
der Prfivention von malignen Entartungsprozessen zu 
charakterisieren. 

Die Erfindung soU nachfolgend durch ein Ausfuh- 
rungsbeispiel nflher eriaut ert werden. 

1. Herstefluog des rekombinanten Transgenkonstruktes 
pCkMGMT(Abfc 1) 

Der hautspezifische Expressionsvektor pCkMGMT 
wurde konstruiert durch das Einklonieren der cDNA- 
Sequenz des menschlichen 0 6 Methylguanin-DNA-Me- 
thyi transferase (MGMTJ-Gens, die als 835 bp langes 
EcoRI-Fragment aus dem Vektor pKT 100 (Tano et aL, 
Proa NatL Acad. ScL USA, 87: 686-6901 1990) isoliert 
wurde, in das 22kb CidII/TV # -MiiiiIocus-Plasmid (Bles- 
sing et aL, Teratogenesis, Carcinogenesis, and Mutage- 
nesis, 15: 1 1 -21, 1993), das den bovinen Cytokeratin III- 
und Cytokeratm IV-Promoter sowie die entsprechen- 
den Poryadenytierungssequenzen enthfilt Mit Hilfe ge- 
eigneter Adapter wurde jeweils eine MGMT-cDNA- 
Kopie in den unikalen Sall-Ort hinter den CkHI-Promo- 
ter und in den unikalen Clal-Ort hinter den CklV-Pro- 
moter eingefugt Die hierzu angewandten gentechni- 
schen Methoden sind beschrieben bei Maniatis et aL, 
Molecular Qoning, a Laboratory manual*, 1989. 

2 Herstellung der transgenen Mauslinie, die das 
rekombinante CkMGMT-Reparaturgen enthalt 

Das 22 kb Sfil-Fragment des Expressionsvektors 
pCkMGMT, das die menschliche MGMT-cDNA jeweils 
unter der Kontrolle des Ckin und des CklV-Promoters 
enthalt, wurde elektrophoretisch separiert von der pro- 
karyotLschen Vektorsequenz, aus dem Gel eluiert, fiber 
QIAex (Quiagen, USA) gereinigt und zur Abtrennung 
von QIAex-Pardkeln zentrifugiert Das aufgereinigte 
Fragment wurde in einer Konzentration von 2J5 ug/ml 
TE in den lefchter zugSnglichen der beiden Pronuklei 
der Zygote mikroinjiziert Die Isolation der Zygoten, die 
Mikroinjektion und der Retransfer der manipulierten 
Zygoten in den Hleher von AmmenmOttern wurden 
entsprechend den in Hogan et aL, (Manipulatig the 
Mouse Embryo, A Laboratory ManuaL 2nd Ed, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y, 
1994) beschriebenen Methoden durchgefuhrt 

3. Idendflzierung der CkMGMT-transgenen Here 

Im Alter von 4—6 Wochen wurde den aus der Mi- 
kroinjektion hervorgegangenen Tieren ein Stfick der 
Schwanzspitze entnommen und aus diesem Bioptat 
hochmolekulare DNA nach der bei Hogan et aL (s. 
oben) beschriebenen Methode isoliert Jeweils 1 ug der 
hochmolekularen Maus-DNA wurde verwendet, urn 
mittels der Polymerase Chain Reaction (PGR) das 
Transgen im Genom der Here nachzuweisen. Der ver- 
wendete 5'-Primer bindet an den Positionen - 142 bis 
- 1 17 des Cytokeratm Hi-Promoters, der 3'-Primer bin- 
det an der menschlichen MGMT-cDNA (Positionen 
+727 bis +748X wodurch ein 890 bp Fragment amplifi- 
ziert wurde, das nach elektrophoretischer Separation 
per Southern Blot-Analyse detektiert wurde. Die Trans- 



25 049 Al 

4 

gen-Integration in das Mausgenom wurde durch ge- 
nomische Southern Blot-Anahysen unter Verwendung 
von 25 ug DNA, die zuvor mit den Restriktionsendonu- 
kleasen Bam HI, Sal I, da I, Kpn Iund Aat II gespalten 
5 wurde, verifiziert Als radioaktiv markierte DNA-Sonde 
diente in beiden Fallen das R35 bp Eco RI- Fragment der 
MGMTcDNA. 

Die transgenen Here wurden mit nicht-transgenen 
Mfiusen des gieichen Stammes verpaart und die Trans- 
it) mission des Transgen es mit den fur die IdentzMzierung 
der Founder-Tiere beschriebenen Techniken gepruft 
Die positiven Gl-Nachkommen wurden untereinander 
verpaart und die homozygoten Tiere mittels quantitati- 
ver Phosphor-Imaging- Analyse selekdert 

is 

4. Charakterisierung der transgenen Mauslinie 

Zum Nachweis der gewebespezifischen Expression 
des Transgenes wurde Gesamt-RN A aus verschiedenen 
zo Organen und Geweben der transgenen Here nach der 
Guanidiniumthiocyanat/Phenol-Methode (Chomczyns- 
ki et al AnaL Biochem. 162: 156-159, 1987) extrahiert 
und mittels Oligo-dT-Cellulose auf gereinigt Die so er- 
haltene Poly(A) + -RNA wurde in einem 1.4%igen Aga- 
25 rosegel unter denaturierenden Bedingungen elektro- 
phoretisch separiert Das Transgen spezhusche Trahs- 
kript wurde durch Northern Blot-Analyse mittels einer 
835 bp Probe der menschlichen MGMTcDNA nachge- 
wiesen. Die Existenz des funktionsrlhigen menschlichen 
30 MGMT-Reparaturproteins wurde wie folgt gepruft 
Gewebeproben der transgenen Here wurden in Extrak- 
donspuff er (20 mM Tris-O, pHSAlmM EDTA, 1 mM 
^Mercaptoethanol, 10 mg/ml Aprotimn, 10 mM Besta- 
tin, 10 mM Leupeptin, 0,1 mM PMSF) homogenisiert, 
35 einer Ultraschallbehandlung unterzogen und anschlie- 
Bend zentrifugiert Jeweils 40 ug der aus den Zeflextrak- 
ten isolierten Proteine wurden in einem 12£%igen 
Polyacryamidgel aufgetrennt, auf erne Nitrozellulose- 
Membran transf eriert und mit Hilfe polyklonaler Kanin- 
40 cben-Antik8rper, die spezuisch die menschliche MGMT 
erkennen, detektiert Zur Lokalisierung des transgenen 
MGMT-Proteins in den basalen und suprabasalen Epi- 
dermiszeHen und den Zellen der HaarfoQikel wurden 
immunohistochemische Nachweistechniken unter Ver- 
45 wendung der obengenannten Andkdrper benutzt Die 
Aktrvitit des transgenen Reparaturproteins in den epi- 
dermalen Zellen wurde durch den Transfer 5 H-markier- 
ter Methylgruppen von der O e -Poshion des Guanins 
5 H-MNU-behandelter Kalbsthymus DNA quanthativ 
50 bestimmt (Preuss et aL, Int J. Cancer, 61: 321—326, 
1995). 

Die transgene Mauslinie CfcMGMT-Tg3 exprimierte 
das in ihr Genom integrierte rekombinante DNA-Repa- 
raturgen gewebespezifisch in der Haut/wobei das 
55 menschliche MGMT-Protein sich als biologisch aktiv 
erwies und in der mterfoflikulflren Epidermis und den 
fiuBeren Zellen der Haarf ollikel nachweisbar war. 

5. Carcinogenese-Untersuchungen 

60 

In Zweiphasen-Hautcarcmogenese-Experimenten 
konnte nachgewiesen werden, daB die Expression des 
zusttzlichen rekombinanten DNA-Reparaturgenes in 
der Epidermis der beschriebenen transgenen Here die 
65 Suszeptibilitfit dieser Here gegenQber der hautcarcino- 
genen Wirkung bestimmter Substanzgruppen signifi- 
kant verringert Im einzelnen wurde die Tumorinmadon 
durch eine einmaEge deraale °sub-threshold*-Dosis 
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N-Metnyi-N-NitrosoharastorT (MNU), einer methyiie- 
renden N-Nitrosoverbindung, herbeigefflhrt 1 Wochc 
nn^H der Initiation wurde die Tumorpromotion durch- 
gefuhrt, indem zweimal wdchentlich Ober einen Zeit- 
raum von 22 Wochen der Phorbolester TPA topikal 5 
applizicrt wurde. Im Vcrgicich zu den nicht-transgenen 
Tieren des gleichen Stammes war die Hauttumormzi- 
denz bei den bescfariebenen CkMGMT-transgenen 
Mausen drastisch reduziert (Abb. 2). Wurde den 
CkMGMT-transgenen Tieren jedoch 7,12-Dimethyl- 10 
benz(a)anthracen (DMBA), das andere caneerogene 
DNA-ScMden als 0*-Alkyjguanin induziert, als Initia- 
tor verabreicht und nachf olgend TPA topikal appliziert, 
so war (fie Haufigkeit von Hauttumoren bei beiden 
Gruppen von Tieren gieich. Dies zeigt, dafl ts 

— das 0 6 -Methyiguanin die wichtigste pracarcino- 
gene DNA-Primarhlsion bei der MNU-induzierten 
Hautcarcinogenese darstellt, 

— das MGMT-Reparaturprotein den entscfaeiden- 20 
den protektiven Mechanisraus der Zelle zur Pre- 
vention von Mutationen, die durch Alkytentien in- 
duziert werden und Ursprung fur die Entstehung 
von Tumoren sein kfinnen, darstellt, 

— eine gewebespezulsche ErhOhung des MGMT- 25 
Gehaltes, wie durch die hautspezifische Expression 
des zusatzlichen rekombinanten MGMT-Repara- 
turproteins in transgenen Mausen gezeigt wurde, 
der Zelle einen efhzaenten Schutz gegenQber der 
tumorbildenden Wirkung aikylierender Substanzen 30 
verleiht, 

— die Schutzf unktion auf der schadensspezifischen 
Reparatur von prScarcinogenen DNA-Lasionen 
beruht, 

— die protektive Wirkung des MGMT-Proteines 95 
gegenOber der hautcarcinogenen Wirkung von Al- 
kyiantien auf der Prevention der Tumorinitiauon 
beruht und nicht durch eine Beeinflussung von Me- 
chanismen der Tumorpromotion oder durch eine 
genereQe BeeintrSchtigung der Tumorsuszeptibili- 40 
at zustande gekommen ist 

Patentanspruche 

1. Transgenes, nicht-menschliches Saugetier, dessen 45 
somatische und Keimzeflen ein zus&tzliches rekom- 
binantes DNA-Reparaturgen enthalten, das dem 
genannten Saugetier oder seinen Yorf ahren auf pa- 
rasexueflem Wege im frflhen embryonalen Stadium 
Gbertragen wurde. so 

2. Saugetier gem&B Anspruch 1, das ein rekombi- 
nantes DNA-Reparaturgen in seinem Genom an 
einen) anderen chromosomalen Ort als die eben- 
falls im Genom des genannten Siugetieres vorhan- 
dene endogene, zum genannten DNA-Reparatur- 55 
gen homologe DNA-Sequenz integriert bat 

3. Saugetier gem&B Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen eine Funknon kodiert, die der 
Entfemung von alkylierten DNA-LSsionen client 

4. Saugetier gemflfl Anspruch 3, dessen transgenes so 
DNA-Reparaturgen eine 0 6 -Methylguanin-DNA- 
Methyltransf erase (MGMT) kodiert 

5. Saugetier gemaB Anspruch 1, dessen rekombi- 
nantes DNA-Reparaturgen eine Funktion kodiert, 
die die Korrektur von UV-induzierten DNA-Scha- 65 
denbewerkstelligt 

6. Saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen von einem Saugetier stammt 
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7. Saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen von einem Nicht-Siuger 
stammt 

8. Saugetier gemafl Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen von einem Bakterium stammt 

9. Saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen synthetisiert worden ist 

10. Saugetier gemaB Anspruch 1, dessen genanntes 
rekombinantes DNA-Reparaturgen unter der 
transkriptionellen Kontrolle dues vom endogenen 
Promoter versdnedenen Regulatorelementes 
steht 

11. Saugetier gemaB Anspruch 10, dessen genann- 
tes rekombinantes DNA- Reparaturgcn von einem 
gewebespeziflsch regulierten Promoter kontrol- 
liertwird 

12. Saugetier gemaB Anspruch 10, wobei der ge- 
nannte Promoter induzierbar ist 

13. Saugetier gemaB Anspruch 11, wobei der ge- 
nannte Promoter ein Kontrollelement der Keratin- 
genfanulieist 

14. Saugetier gemaB Anspruch 1 1, dessen rekombi- 
nantes DNA-Reparaturgen in der Epidermis des 
genannten Saugetieres exprirniert wird. 

15. Saugetier gemaB Anspruch 1, wobei das ge- 
nannte Saugetier ein Nagetier ist 

16. Saugetier gemaB Anspruch 15, wobei das ge- 
nannte Saugetier eine Maus ist 
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